1. 气管干细胞的概念及特性 {#s1}
=========================

干细胞均有三个特性：干细胞长时期具有分裂和自我更新的能力；干细胞没有特化功能，即无法特化任何组织特异性结构而能够行使特定功能；能够产生特化细胞，这个过程被称为分化。此外干细胞在组织中为数甚少，而且绝大多数在静态G~0~期。有关气管干细胞有两种观点：

1.1. 基底细胞干细胞论 {#s1-1}
---------------------

基底细胞表达P63及角蛋白5和14（Keratin5/14, Krt5/14）^\[[@b1]-[@b5]\]^。成熟气管组织中的细胞更新率通常很低^\[[@b6]\]^，但除纤毛细胞外，气管上皮损伤能够引起其他细胞迅速增殖^\[[@b7]\]^，组织修复的速度很快。Hong等^\[[@b8]\]^应用谱系追踪法对经萘损伤表达Krt14-CreER细胞的研究表明，某些基底细胞能够进行自我更新，并能生成纤毛细胞和分泌细胞。其次，二氧化硫（SO~2~）吸入法损伤气管上皮后，部分基底细胞长期保持脱氧尿嘧啶（BrdU）标记^\[[@b9]\]^。再次，高度表达Krt5-绿色荧光蛋白（green fluorescent protein, GFP）的基底细胞具备更大的增殖及体外克隆的能力^\[[@b3]\]^。另外，移植受体中，分离的小鼠气管基底细胞可以使受损裸露的气管上皮细胞恢复完整^\[[@b10]\]^。因此认为，基底细胞就是干细胞。

1.2. 基底细胞祖细胞论 {#s1-2}
---------------------

但是也有证据不支持基底细胞就是干细胞的观点。Evansi等^\[[@b10]\]^认为，终末细支气管没有基底细胞，而可由Clara细胞修复；胎儿期发生过程中，气管上皮中基底细胞发生于纤毛和粘液细胞之后，气管柱状上皮初期形成时基底细胞不是必需的；基底细胞与柱状细胞的同增减数量比例不恒定；柱状上皮损伤后，主要反应为粘液细胞而不是基底细胞。此外Avri Delplanqur^\[[@b11]\]^发现，水道蛋白3（AQP3）可表达于基底细胞，通过流式细胞仪，把AQP3（+）的基底细胞与AQP3（-）的纤毛细胞及粘液细胞分离，此后再分别移植，结果AQP3（+）及AQP3（-）细胞群均能再建假复层纤毛柱状上皮。由此证明基底细胞与粘液细胞都能进行克隆分化，因而基底细胞不具备特异性。Daniely等^\[[@b2]\]^在实验中敲除了基底细胞标记物P63，在P63阴性的胚胎气管中，基底细胞消失，但纤毛细胞为主的细胞依然存在，由此证明纤毛细胞为主的柱状上皮细胞不必须由基底细胞转化而来。基底细胞约占气管假复层纤毛柱状上皮的30%，与干细胞所应占据的比例不符；基底细胞表达角蛋白K14、K5，说明其进行了一定程度的分化；宋楠等^\[[@b12]\]^证明稳态下基底细胞不表达提示未分化的*Oct3*/*4.Sox2.Nanog*基因，提示其已有分化；由于非基底细胞群能够再建假复层纤毛柱状上皮，因此认为基底细胞为祖细胞，而不是干细胞。同理，纤毛细胞出现纤毛，为终末分化细胞，而粘液细胞分泌粘液，Clara细胞分泌特殊颗粒，Ⅱ型肺泡上皮细胞含有板层小体，上述细胞都有所分化且具备特异功能，且数量很多，因此认为它们均为祖细胞，而不是干细胞。那么，气管干细胞存在于哪里？如何证明其存在呢？

2. 气管干细胞的证明方法 {#s2}
=======================

2.1. 慢性标记细胞（LRC） {#s2-1}
------------------------

理论被质疑Borthwick^\[[@b9]\]^通过连续在雄鼠气管内滴注聚多卡醇（polidocanol）或SO~2~吸入法使气管上皮受损，同期隔日腹膜内注射BrdU，95天后在小鼠气管腺导管内发现了慢性标记细胞。排除3天、95天的标记指数（LI）分别为65%、30%。其中，60%慢性标记细胞集中在上段气管腺导管；其余集中在下段气管软骨-软骨粘膜接合处；多数为基底细胞而少数为纤毛细胞，由此提出慢性标记细胞就是干细胞。

尽管上述观点曾被许多杂志引用，但由于不能确定小鼠气管上皮细胞的寿命，故观察95天后的细胞终究为经过几次分裂后的子细胞尚属未知。再者，干细胞所占细胞总数的比例不足10%，那么其中30%的慢性标记细胞中必定混有短暂增殖祖细胞。

2007年，Kiel等^\[[@b13]\]^在Nature杂志发表论文，否定了通过慢性标记细胞判定干细胞的可靠性，经特征标记高度提纯造血干细胞对其进行评估。实验利用环磷酰胺以及粒细胞集落刺激因子处理新生小鼠，给予正常成熟小鼠BrdU 4天-10天后，停用70天。仅少于6%的造血干细胞保留BrdU，而保留BrdU的骨髓细胞中，造血干细胞不足0.5%。该实验结果表明：BrdU作为造血干细胞的标记，其特异性和敏感性均很低，能否将其用于气管干细胞尚须进一步证明。

2.2. 在G~0~期细胞中寻找干细胞 {#s2-2}
-----------------------------

99%的干细胞处于G~0~期，为什么不在G~0~期中找寻？5-氟尿嘧啶（5-FU）为抗嘧啶类代谢药，属于代谢周期性特异的药物，可使增殖期的气管粘膜细胞变性、坏死、脱落，而对G~0~期细胞并不敏感。2003年，贾心善研究组^\[[@b14]\]^使用5-FU诱发制成离体大鼠气管环严重损伤的模型，经5-FU作用12 h后的气管环上皮几乎全部脱落，残留间隔分布的裸核样细胞呈钉状，位于基底膜上，PCNA染色细胞核均为阴性，证明该细胞为G~0~期细胞；去除5-FU 3 h-6 h后，上述细胞变为扁平细胞；9 h-12 h后，扁平细胞逐渐转变为立方上皮；24 h后，可见到纤毛样结构、粘液分泌^\[[@b15]\]^；48 h后气管被假复层柱状上皮细胞所覆盖。在5-FU的打击下，进入细胞周期的气管粘膜细胞变性、坏死、脱落，初始的基底膜是完整的（经嗜银染色证明），那么在上皮修复过程中，上皮细胞只能来源于残留的抗5-FU的G~0~期细胞。换句话说，干细胞就在其中。笔者认为，G~0~期细胞分为两种。其中已分化细胞将永远退出细胞周期而死亡，而其他再次进入细胞周期的细胞则为干细胞，后者随后转变为扁平细胞、立方细胞，并分化出基底细胞、粘液细胞、纤毛细胞。实验结果^\[[@b16]-[@b18]\]^提示，气管干细胞存在于气管抗5-FU G~0~期细胞中。此后又证明上述细胞Hoechst33342荧光染色阴性，ABCG2阳性。在5-Fu诱发人支气管损伤修复的过程中，周莹等^\[[@b19]\]^证明气管干细胞存在于对5-Fu有抗性的气管G~0~期细胞中。同时，采用流式细胞仪方法可富集罗丹明（与Hoechst33342相似）阴性细胞。王琳琳等^\[[@b20]\]^观察了大鼠气管损伤修复过程中ABCG2的动态表达，证明在正常气管上皮中ABCG2为阴性。经5-Fu打击后，ABCG2出现，且在培养6 h-12 h达到高峰，此后随着干细胞的分化而下降。廖爱军等^\[[@b21]\]^经大鼠体内气管损伤修复过程中，气管干细胞定位所得的结果与之相同。

3. 细支气管及肺干细胞的几种观点 {#s3}
===============================

远端支气管不存在基底细胞，Clara细胞来源于经萘损伤后少量存活的耐受或"变异"Clara细胞（Clarav）的增殖与自我更新。在支气管/细支气管交界处存在着紧邻神经上皮小体（NEBs）^\[[@b22]\]^且保留标记的Clara细胞亚群。后者与细支气管/肺交界处均可表达sftpc和scgb1a1^\[[@b23]\]^，能够在萘损伤后进行增殖修复。由于变异Clara细胞不表达Cyp2f2酶（一种可将萘转化为毒性产物的P450细胞色素族），故可耐受萘损伤。这种表达缺陷反映出其相对于多数Clara细胞而言，为分化较低的细胞。变异Clara细胞与更加"经典"的未分化干细胞相比较，仅仅是其所表达的分化细胞标记物不同\[降钙素基因相关肽、Clarav细胞分泌的scgb1a1，以及细支气管肺泡干细胞（BASCs）分泌的sftpc和scgb1a1\]。

Giangreco等^\[[@b24]\]^利用萘处理小鼠终末细支气管6 h剥离Clara细胞后，经皮下微泵给予\[3H\]7天。实验者将细胞核内含5个以上银粒的细胞定义为"被标记"细胞，含15个以上银粒的细胞定义为LRCs。45天后，LRCs占全部标记细胞的12%。该实验将终末细支气管干细胞定位于支气管腺泡导管连接处（BADJ）^\[[@b23]\]^。以往的研究中，BASCs的分离及分型多遵照其Sca-1^+^CD45^-^CD31^-^CD34^+^的免疫表型^\[[@b25]\]^。而近期的研究将流式细胞分析与小鼠模型相结合，Hayashi等^\[[@b26]\]^认为上述标记物并不能真正从Clara细胞群中分离出干细胞。新的细胞表型的标记物需要通过细胞显微切割和微阵列分析等多项技术进行证实。经萘损伤后的纤毛细胞能否跨组织类型分化、变异Clara细胞与BASCs是否为稳态或受损组织中唯一具备干细胞潜能的细胞类型，尚无定论。有些模型能以其各自方式摧毁纤毛细胞或Ⅰ型肺泡细胞。摧毁方式包括吸入二氧化氮和臭氧（选择性杀伤纤毛细胞）等氧化剂或服用博莱霉素（杀灭Ⅰ型细胞）等化疗剂。上述研究结果皆支持纤毛细胞可由Clara细胞再生而来，而Ⅰ型细胞可由Ⅱ型细胞所产生。但这些研究结果还需要通过体内谱系学加以证实^\[[@b27]-[@b29]\]^。而是否所有的Ⅱ型细胞都能生成Ⅰ型细胞，或是仅在如BASCs等特定区域才有此能力，目前尚无定论。

4. 气管及肺干细胞的分子调节 {#s4}
===========================

这些研究主要集中在基因操控信号通路、肺发育和肺癌发生过程所涉及的分子机制。通过经典的Wnt信号通路，包括β-catenin^\[[@b30]-[@b32]\]^或者通过MAP激酶或Ras通路，PTEN^\[[@b33]\]^、GATA-6^\[[@b34]\]^和Bmi1^\[[@b35]\]^的信号途径。这些研究通过基因敲除或使用目的基因干预方法导致靶基因的表达发生改变。通过对β-Catenin信号通路的激活，K-Ras^\[[@b36]\]^信号途径或GATA-6^\[[@b37]\]^、PTEN、PI3激酶或者是p38αMAP激酶^\[[@b38]\]^的丢失，已经发现导致CCSP/Pro-SPC双免疫阳性细胞的增加和富集，有些学者认为这些就是支气管干细胞。将胚胎干细胞特异基因*Oct3*/*4.Sox2.Nanog*导入纤维母细胞或皮肤细胞后产生干细胞样细胞，表明其具有维持未分化状态的能力^\[[@b39]-[@b44]\]^。Song等^\[[@b12]\]^最新研究发现，常态气管粘膜上皮不表达Oct3/4.Nanog.Sox2，而经5-Fu处理后，气管粘膜上皮基底膜仅残留G~0~期细胞，却出现Oct3/4.Nanog.Sox2表达。认为这些阳性表达的细胞是通过核再编程，从而转变为干细胞。细胞空白区域填补后，伴随分化，这些阳性表达细胞逐渐减少；恢复假复层纤毛柱状上皮后，上皮细胞恢复Oct3/4.Nanog.Sox2阴性。初步研究结果表明，在受到严重打击后，残存的G~0~期细胞*Oct3*/*4.Nanog.Sox2*基因启动子发生DNA去甲基化，核再编程，表达*Oct3*/*4.Nanog.Sox2*基因，而其本身转化为干细胞，随后*Oct3*/*4.Nanog.Sox2*启动子甲基化，基因沉默，干细胞开始分化，亦即表观遗传学调控干细胞分化。
